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緒　　　言
　l-グルタミン酸オキシダーゼは l-グルタミン酸の酸
化的脱アミノ化反応を触媒する l-アミノ酸オキシダー
ゼの一種であり，一分子の l-グルタミン酸，酸素，水か
ら一分子のα-ケトグルタル酸，過酸化水素，アンモニ
アを生成する反応を触媒する1,2,3)．Streptomyces sp. 
X-119-６由来 l-グルタミン酸オキシダーゼ（LGOX）は
蛇毒由来酵素等の一般的な l-アミノ酸オキシダーゼ
（LAAO）とは異なり，非常に厳格な基質特異性を有し
ている1)．また，高い熱安定性や㏗安定性も有している
ため，l-グルタミン酸の微量定量，検出という面で非常
に有用で，現在，食品工業や医療分野でバイオセンサー
として幅広く活用されている1,3,4)．
　これまでに我々は本酵素の結晶化及びＸ線結晶構造解
析に成功し5)，ドッキングスタディーと部位特異的変異
酵素の解析により，305番のアルギニン残基（R305）が
LGOXの基質認識に最も重要であることを明らかにし
た6)．また，R305に部位特異的変異を導入することで基
質特異性改変酵素の創出に成功している6)．創出した変
異酵素は何れも l-グルタミン酸に活性を示さず，
R305L-LGOXは l-ヒスチジンに，R305D-LGOXは l-ア
ルギニンに最も高い活性を示した．
　本研究で扱うR305D-LGOXの基質である l-アルギニ
ンには成長ホルモンの分泌の促進等の生理機能7)があ
り，尿素回路のアルギナーゼ欠損によって血中のアルギ
ニン濃度が上昇することも報告されている8,9）．そのた
め，食品中や血中の l-ヒスチジンや l-アルギニンの微量
定量は食品工業分野での品質管理，医療分野での検査薬
という点で非常に重要である．
　本研究はR305D-LGOXの性質検討を行うことで，新
規 l-アミノ酸バイオセンサーとしての有用性について
考察を行った．
材料と方法
１) 使用菌株及びプラスミド
　目的タンパク質発現における組換えプラスミド
pGOX-mal1を用い，宿主にはEscherichia coli JM 109株
を用いた．
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　l‒Glutamate oxidase (LGOX) from Streptomyces sp. X‒119‒6 has strict substrate specificity toward 
l‒glutamate.  Recently, we solved the X‒ray crystal structure of LGOX and this revealed that Arg305 in 
the active site is the key residue involved in substrate recognition.  Therefore, we created 19 mutant 
enzymes of R305X‒LGOX by saturation mutagenesis. One of them R305D‒LGOX, Arg305 substituted 
with Asp exhibited oxidase activity for l‒Arg. Optimum pH of R305D‒LGOX mutant enzyme was pH 
8.5.  Interestingly, the activity of R305D‒LGOX toward l‒Arg was inhibited by phosphate.  And fur-
thermore, the substrate specificity of R305D‒LGOX was affected by using buffer.  The results of inhibi-
tion analysis suggest, that phosphate is a competitive inhibitor of R305D‒LGOX when l‒Arg is used as 
substrate. Kinetic analysis of R305D‒LGOX showed that Km value and kcat value of R305D‒LGOX toward 
l-Arg were 0.68 mM and 6.7 s-1 respectively. In this study, we showed that R305D‒LGOX mutant 
enzyme is a novel l-arginine oxidase and useful for l-arginine biosensor. 
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a) ㈱エンザイムセンサ (Enzyme Sensor Co., Ltd.,)
２) 酵素活性測定法（MBTH 法）10)
　l-アミノ酸１μmol，カタラーゼ30 U，リン酸カリウ
ム緩衝液（㏗ 7.4）もしくはホウ酸ナトリウム緩衝液（㏗  
8.5）70μmol を含む反応混合液900 ﾗに酵素液を100 ﾗ
添加して反応を開始させた．５分間反応させた後，反応
液に25ｵトリクロロ酢酸を100 ﾗ添加することで反応を
終了させた．その後，反応液に１M酢酸ナトリウム緩衝
液（㏗ 5.0）を1900 ﾗ，0.1ｵ 3-メチル-2-ベンゾチアゾ
リノンヒドラゾン（MBTH）を800 ﾗ添加し，50℃で30
分間恒温した．恒温終了後は20分間室温で静置した後に
反 応 液 を 316 nmで 比 色 定 量 を 行 っ た（島 津
UVmini-1240）．なお，１分間に１μmol のα-ケト酸を
生成する酵素量を１Uと定義した．
３) 最適 ㏗ の検討
　㏗ 6.0~8.0の範囲ではリン酸カリウム緩衝液を，㏗ 
8.0~10.0の範囲ではホウ酸ナトリウム緩衝液を用いて
MBTH法で活性測定を行い，最適㏗を検討した．
R305D-LGOXの基質には l-アルギニンを用いた．
４) 緩衝液の違いによる基質特異性の検討
　20種類の l-アミノ酸１ﾋを基質として用いてMBTH
法で活性測定を行い，基質特異性を検討した．緩衝液は
リン酸ナトリウム緩衝液（㏗ 7.4）とホウ酸ナトリウム
緩衝液（㏗ 8.5）を用いた．
５ ) リン酸によるアルギニンオキシダーゼ活性の阻害様
式の検討
　ホウ酸ナトリウム緩衝液（㏗ 8.5）にリン酸を添加し
た後，水酸化ナトリウムを用いて㏗を8.5に再調製した
緩 衝 液 を 用 い てMBTH法 で 活 性 測 定 を 行 い，
Lineweaver-Burk プロットを用いてリン酸による阻害
様式を検討した．　
６) 反応速度論解析
　最適条件において活性を示した基質４種類について
MBTH法で活性測定を行い，Lineweaver-Burk プロッ
トを用いて速度論解析を行った．
結果と考察
１) 変異酵素の最適 ㏗
　R305D-LGOXはホウ酸ナトリウム緩衝液の㏗ 8.0-
8.5を用いた場合に最も高い活性を示した（Fig.１）．興
味深いことに，R305D-LGOXでは㏗ 8.0のリン酸カリ
ウム緩衝液を用いた場合の活性は，ホウ酸ナトリウム緩
衝液を用いた場合の活性の55ｵだった．一方で，野生型
LGOXではリン酸カリウム緩衝液とホウ酸ナトリウム
緩衝液の間で大きな活性の変化は確認されなかった．
２) 緩衝液の違いによる基質特異性への影響
　R305D-LGOXは l-グルタミン酸には活性を示さず，
l-アルギニンが最も良い基質であった。他にリシン，チ
ロシン，ヒスチジンに微弱な活性を示した（Fig.２）．リ
ン酸カリウム緩衝液（㏗ 7.4）を用いた場合，l-アルギ
ニンに対する活性はホウ酸ナトリウム緩衝液を用いた場
合の24ｵまで減少していた．また，l-リシンに対する活
性はリン酸カリウム緩衝液（㏗ 7.4）を用いた場合では
ほぼ見られず，リン酸カリウム緩衝液（㏗ 7.4）を用い
た場合の l-ヒスチジンに対する活性はホウ酸ナトリウ
ム緩衝液（㏗ 8.5）を用いた場合の約２倍に上昇してい
た．一方で，チロシン，フェニルアラニン，ロイシンに
対する活性は２種類の緩衝液の間に変化は見られなかっ
た．この基質特異性の変化は塩基性アミノ酸を基質とし
て用いた場合に見られた．R305D-LGOXの活性部位で
の塩基性アミノ酸との結合は変異によって導入されたア
スパラギン酸残基との酸塩基相互作用によるものである
と考えられる．緩衝液の種類もしくは㏗がアスパラギン
酸残基と基質との結合に影響を及ぼしていることが考え
られる．
３ ) リン酸による l-アルギニンオキシダーゼ活性の阻
害様式の検討
　リン酸ナトリウム緩衝液を用いた場合でも，リン酸カ
リウム緩衝液と同様の活性の低下が確認され，Tris-HCl
緩衝液を用いた場合では，ホウ酸ナトリウム緩衝液を用
いた場合と同等の活性を示したことから，リン酸が
R305D-LGOXの l-アルギニンオキシダーゼ活性を阻害
していると推測した．そのため，リン酸を終濃度５，10，
20，40 ﾋ添加したホウ酸ナトリウム緩衝液（㏗ 8.5）を
用いて速度論解析を行った．その結果，Vmax がほぼ一
定であったためリン酸は R305D-LGOXの競合阻害剤で
あることが明らかになった（Fig.３）．リン酸カリウム緩
衝液を用いた場合に活性が低下する基質と影響を受けな
い基質があるため，活性部位に結合する古典的競合阻害
ではなく，阻害剤が活性部位の遠隔位で結合する非古典
的競合阻害であると考えられる．尚，R305D-LGOXのリ
ン酸に対する阻害定数は（Ki）39.4 ﾋだった．この値に
6 岡山大学農学部学術報告　Vol｡ 103中井隆一郎 他５名
100
90
80
70
60
50
40
30
20
10
0
R
el
at
iv
e 
ac
ti
vi
ty
 (
%
)
6 7 8 9 10
pH
Fig. 1 Effect of pH on activities of R305D-LGOX mutant enzyme. 
The reaction was performed using potassium phosphate 
buffer at a pH range of 6.0-8.0 (●) and sodium borate 
buffer at a pH range of 8.0-10.0(◆).  l-Arginine was 
used as substrate.
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Fig. 2 Substrate specificities of R305D-LGOX mutant enzyme. The reaction was performed using sodium borate buffer (pH 8.5) 
(■) or potassium phosphate buffer (pH 7.4) (□).
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Fig. 3 Lineweaver-Burk plot of R305D-LGOX mutant enzyme for l-arginine oxidation in the presence of phosphate. The reaction was 
performed using sodium borate buffer (pH 8.5) (●), sodium borate buffer (pH 8.5) containing 5 mM phosphate(□), 
sodium borate buffer(pH 8.5) containing 10 mM phosphate (○), or sodium borate buffer (pH 8.5) containing 20 mM phos-
phate (△).
より，リン酸は強い阻害剤ではないことが明らかになっ
た．そのため，バイオセンサーとしてR305D-LGOXを
用いる場合はリン酸を含まない緩衝液でサンプルを希釈
することで対応可能であると考えられる．
４) 基質特異性改変酵素 R305D-LGOX の速度論解析
　R305D-LGOXは l-アルギニン，l-リシン，l-チロシ
ン，l-ヒスチジンを基質として用いて速度論解析を行っ
た．また，l-グルタミン酸を基質として用いて野生型
LGOXの速度論解析を行い，R305D-LGOXと比較した
(Table１)．その結果，基質特異性改変酵素 R305D-
LGOXは，l-アルギニンを最も良い基質とし，更に l-ア
ルギニンに対するKm値0.68 ﾋは野生型 LGOXのグル
タミン酸に対するKm値0.41 ﾋとほぼ同等の非常に低
い値であることが明らかになった．つまり野生型 LGOX
より部位特異的変異により作成した R305D-LGOXは新
規な l-アルギニンオキシダーゼであると言える．kcat 値
は野生型 LGOXの１/30程度に低下しているものの，触
媒効率が他の l-リシンや l-チロシンといった基質と比
較して非常に高い値を示していることから，非常に基質
特異性が厳格であることが明らかになった．珪藻土カラ
ムに固定化したこの l-アルギニンオキシダーゼ
(R305D-LGOX)を用いて，液体サンプル中の l-アルギ
ニン量を過酸化水素電極により定量できることも判明し
ている．
　今後はR305D-LGOXで確認されたリン酸による阻害
のメカニズムの解明に興味が持たれる．緩衝液によって
各基質への活性が変化することから，１種類の変異
LGOXで複数のアミノ酸を測定することができるよう
になるかもしれない．
要　　　約
　LGOXの305番目のアルギニンに部位特異的変異を導
入することで，基質特異性改変酵素を創出することに成
功した．創出した変異酵素のうち， R305D-LGOXの性質
検討を行うことで，新規 l-アミノ酸バイオセンサーとし
ての有用性について検討を行った．その結果，最適㏗の
検討を行ったところ，リン酸カリウム緩衝液を用いた場
合にR305D-LGOXの l-アルギニンに対する活性が低下
することが確認された．基質特異性を検討した結果，
R305D-LGOXはほぼ l-アルギニンに対してのみ活性を
示した．また，リン酸カリウム緩衝液（㏗ 7.4）とホウ
酸ナトリウム緩衝液（㏗ 8.5）を用いた場合の基質特異
性を比較した結果，塩基性アミノ酸に対する活性のみが
変化していた．アルギニンに対する活性低下の原因の解
析のためにその阻害の原因を推測し，速度論解析を行っ
た結果，リン酸がR305D-LGOXの競合阻害剤であるこ
とが明らかになった．リン酸の阻害定数は39.4 ﾋだっ
た．阻害定数から見てリン酸の阻害の程度は低いが，バ
イオセンサーとして R305D-LGOXを用いる場合にはリ
ン酸を含まない緩衝液を用いることが好ましい．速度論
解析の結果から，R305D-LGOXは l-アルギニンに非常
に高い触媒効率を示し，l-アルギニン以外の基質に対し
ての触媒効率は非常に低かったことから，非常に高い基
質特異性を有していることが明らかになった．以上の結
果から，R305D-LGOXが新規な l-アルギニンオキシダ
ーゼであることが明らかとなり，本酵素は l-アルギニン
バイオセンサーとして非常に有用であると考えられる．
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